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Towards an improved East Coast fever vaccine:
evening the odds
SINCE the first vaccination trials by the English physician Edward Jenner in 1798, whose
incisive observations resulted in successful immunization against smallpox, vaccines have
been developed for many human diseases, including diptheria, measles, whooping cough
and polio. Until recently, however, scientific obstacles have confounded attempts to
develop vaccines against other major afflictions, such as malaria and visceral
leishmaniasis ('kala­azar'). Those obstacles are now retreating in the face of recent
advances in immunology. Increasing knowledge of the workings of the mammalian
immune system—whose intricate components are adapted to handle most infections of
the body—is leading to development of novel ways to help arm it against invasion by
pathogenic organisms.
New vaccine strategies hold great promise. They will be based on 'subunits' of pathogens
—single molecules or groups of molecules—rather than on whole organisms. They will
be engineered using recombinant DNA technology. They will be practical, cost­effective,
environmentally sound and efficacious and for these reasons will be used to control
livestock as well as human diseases. These vaccines are urgently needed. Animal
diseases remain a scourge in developing countries where domestic stock play a key role
in subsistence and small­scale agriculture, the economic backbone of many of these
countries.
This issue focuses on strategies being developed and used at ILRAD to produce an
improved vaccine that will protect cattle in Africa against East Coast fever, a lethal
disease caused by infection with the protozoan (single­celled) parasite Theileria parva.
Such a vaccine will help to control infections with this parasite in African cattle. Like most
vaccine strategies, the research conducted at ILRAD aims not to devise new ways to
attack parasites, but rather to enhance the animal's immune responses to them, and, in
this way, to even the odds in the host­parasite struggle for survival.
THEILERIA parva parasites evade attack by their animal host by hiding from its immune
system. Within minutes of their injection into an animal by an infected tick, the parasites
invade lymphocytes, a class of white blood cells whose function is to attack infectious
agents. Within the host lymphocytes, the parasites are no longer exposed to cells of the
immune system.
The parasites are not, however, entirely invisible. To function, the parasite must interact
with its host, and this inevitably exposes some of its proteins to processing by the
lymphocyte, which breaks up the parasite molecules into short chains of amino acids
called peptides. The parasite peptides become bound to class I MHC molecules as the
latter are assembled by the lymphocyte, and the peptide­MHC complexes are then
transported to the cell membrane.
On the lymphocyte surface, each peptide antigen sits within a structural groove of an
MHC molecule, where it can now be 'seen' by members of a subpopulation of
lymphocytes known as cytotoxic T cells. (Because elements of the mammalian immune
system are remarkably diverse, virtually any possible MHC­peptide antigen complex will
be recognized by a few cytotoxic T cells.) Cytotoxic T cells bearing surface receptor
molecules that specifically recognize the T. parva peptide­MHC complex bind to T. parva­
infected cells. This binding signals those cytotoxic T cells to proliferate and to destroy the
infected cells.
The invasion by T. parva of cells of the immune system is thus monitored by an elaborate
surveillance system in the host animal that is designed to detect abnormalities on the
surface of the body's 'self' cells in the form of unfamiliar peptides wedged in the binding
clefts of self MHC molecules.*
_______________________________
* This immune surveillance is constant: all nucleated cells continually process and present
peptide fragments on their cell surface, thus inviting inspection by the immune system.
Under normal circumstances, self peptide­MHC complexes provoke no immune reaction.
The dependency of T. parva on host lymphocytes may, in this regard, be its Achilles heel.
In interacting with host cell machinery to develop and multiply, the parasite exposes some
of its molecules to an immune system exquisitely equipped to differentiate self from non­
self molecules and to eliminate cells bearing foreign molecules.
SOME CATTLE develop immunity against East Coast fever in this way, through natural
infection with T. parva and subsequent recovery. Most animals, however, cannot mount
an immune response quickly enough to control the parasites. Within two to three weeks
of initial infection, their infected cells multiply uncontrollably as the parasite population
expands. This proliferation of host cells, like the abnormal expansion of white blood cells
in leukaemia, quickly causes death.
As soon as the parasite has invaded a lymphocyte, a race has begun between infection
and host immune response. The first method developed by scientists to immunize cattle
against T. parva mimics natural infection but gives T cells a head start against the
parasites. In this so­called 'infection­and­treatment' method, cattle are inoculated with a
stabilate of live parasites and at the same time given a long­acting antibiotic that reduces
the rate at which infected cells proliferate.
While effectively protecting animals against disease, this method has several major
drawbacks. It relies on use of live parasites, which must be stored in liquid nitrogen to
remain infective. The immunized animals may remain carriers of the parasite, and thus
act as a reservoir for infections of ticks and non­immunized animals. And in many cases
the method is effective only against the stock of parasite used in the infecting dose;
immunized animals are thus not protected against many of the other stocks of T. parva
they are likely to encounter in the field.
Immune responses
Like all protozoan parasites, T. parva is a complex organism. During its lifecycle in the tick
vector and mammalian host, the parasite passes through several stages of development.
The stage first encountered by an animal's immune system is the 'sporozoite', which is
injected by a tick into the animal's skin. After invading lymphocytes, the sporozoites
differentiate into forms called 'schizonts'.
These two parasite stages provoke responses from different arms of the immune system.
One response, consisting of antibodies and the B cells that produce them, is made
against the infective, sporozoite stage of T. parva. Antibodies are proteins that bind to
extracellular pathogens in the blood and body tissues; this activates other immune
mechanisms to clear the antibody­coated organisms from the body. Although many
infectious agents are eliminated in this way, evidence strongly suggests that antibodies
are not responsible for natural immunity after initial challenge by T. parva.
Another major immune response, consisting of T lymphocytes directed against parasite­
infected cells, is made against the pathogenic, schizont stage of T parva. All evidence
indicates that it is this response, described on the first page, that is responsible for the
natural recovery and protection of cattle from East Coast fever. It therefore appears that
a vaccine directed against T. parva schizonts will have to be delivered to the cytoplasm of
host cells so that parasite molecules may be processed and presented on the cell surface
with class I MHC molecules, giving rise to the activation of cytotoxic T cells.
How animals respond to infection with T. parva varies greatly from one individual to
another, depending on an animal's breed, genetic makeup and previous encounters with
the parasite as well as on its nutritional, stress and health status at the time of infection.
The severity of East Coast fever also depends on the number of sporozoites inoculated
into an animal: in general, the fewer the sporozoites, the less severe the subsequent
schizont parasitosis and disease.
The strategy for designing a vaccine against T. parva must therefore address several
levels of complexity: that of the different lifecycle forms of the parasite; the different
responses to the parasite made by the two branches of the immune system; and the
different abilities of individual animals to mount an immune response.
The rational approach
In light of so many variables, ILRAD scientists adopted a rational approach to
development of a T. parva vaccine. This involves reproducing the disease experimentally
in cattle, dissecting the immune responses to the parasite and identifying the parasite
antigen(s) that provoke protective responses. Once a promising antigen is identified, the
scientists purify it and clone and determine the sequence of the gene that encodes it.
They then express the gene in bacteria or mammalian cells to produce large quantities of
the recombinant antigen. Finally, the optimal method of delivering the antigen to the
bovine immune system is determined.
It was by following this approach that scientists at ILRAD determined that bovine
immunity to T. parva is mediated by parasite­specific cytotoxic T cells. The Laboratory's
vaccine developers are now working to identify the schizont antigens recognized by
bovine T cells. These studies are based on use of T. parva­specific cytotoxic T­cell clones
and appropriate target cells sensitized either by incubation with peptide fractions of
parasitized cells or by expression of parasite genes.
The alternative approach
As mentioned, there is considerable evidence that antibodies play an insignificant role in
protecting cattle from T. parva infection. Bearing in mind, however, that the T­cell
responses that protect cattle in the field need not dictate the nature of an effective
vaccine, ILRAD scientists also investigated antibody responses to the parasite. It was
observed several years ago that high levels of antibody are produced in cattle repeatedly
exposed to T. parva. Experiments also showed that bovine antibodies will neutralize T.
parva sporozoites in vitro. By analysing sera from immune animals, the scientists
discovered what the bovine antibodies were seeing: a protein molecule with a mass of 67
kilodaltons located on the surface of the sporozoite:
Using recombinant DNA techniques, the gene encoding the antigen of the T. parva
(Muguga) stock was expressed in the bacterium Escherichia coli as a chimaeric protein
with 'NS 1', a non­structural protein of the influenza virus A. Large quantities of this
antigen, designated p67, were produced in cooperation with SmithKline Beecham, a
pharmaceutical company in the USA.
In 1990, ILRAD scientists inoculated two cattle with the recombinant p67 antigen. When
subsequently infected with T. parva (Muguga) sporozoites, the cattle were solidly
protected against infection. This observation was consolidated in further experiments. To
date, 13 of 21 cattle immunized with the recombinant antigen have been protected
against challenge with sporozoites of the same stock, with 6 of these showing no reaction
to challenge and 7 exhibiting mild clinical, disease. The remaining animals and all
unimmunized animal controls suffered severe infections after challenge.
In another experiment, 6 of 11 cattle were protected against challenge with T. parva
(Marikebuni), a different parasite stock. This suggests that a vaccine based on p67 may
be effective against a broad range of T. parva stocks and thus be superior to the stock­
specific immunization currently produced using the infection­and­treatment method.
Although the factors responsible for the variation among immunized animals in their
responses to challenge infection are not fully understood, these results showed that p67
is a promising candidate for a vaccine against East Coast fever. This evidence of the
utility of the antibody­generating p67 antigen is being used at the Laboratory in a
vaccination strategy designed not to mimic nature but rather to drive the bovine immune
response artificially. Under optimal conditions, vaccination with p67 should, upon
subsequent parasite challenge, totally block sporozoite entry into lymphocytes, and thus
stop any stock of parasite at its infective stage. In other circumstances, where the
induced antibody response is sufficient only to limit, rather than to block, sporozoite
invasion of lymphocytes, the decreased numbers of sporozoites should give an animal's T
cells time to mount an effective response against the pathogenic stage of infection.
ILRAD's vaccine developers are now conducting studies to determine whether the
immune response of cattle to p67 will be long­lived and whether it will be boosted in the
field by natural infection. The most important factor yet to be determined is whether the
p67­based vaccine will protect cattle against tick­delivered as well as needle challenge.
The quantities of parasites inoculated into animals by infected ticks in the field are now
being examined. These assessments may enable researchers to determine the precise
levels of neutralizing immune responses needed under different circumstances to allow a
limited establishment of parasites that remains sufficient to provoke intracellular killing
mechanisms. Tick populations will then be generated at ILRAD with defined infection
rates so that the protective capacity of the recombinant p67 can be evaluated in the face
of tick delivered challenge. Current estimates indicate that the parasite challenge
withstood by the cattle immunized at ILRAD does reflect, in quantitative terms, field
challenge.
Antigen delivery systems
Adjuvants are substances that, when administered with an antigen, enhance immune
responses. Different adjuvants have been evaluated at ILRAD for use in a p67­based
vaccine. When the recombinant antigen was formulated in a saponin emulsion, antibody
titres between boosting inoculations dropped rapidly. Use of a second adjuvant, however,
gave rise to higher and more persistent antibody responses throughout the immunization
period.
Genes encoding parasite antigens can be introduced into viruses and bacteria that are
attenuated to make them non­virulent. The attenuated organism serves as a vector,
replicating within a host animal and expressing the gene product of the parasite. Several
organisms have been used for vector vaccines, including attenuated vaccinia virus (the
vaccine used to eradicate smallpox) and species of Salmonella bacteria.
The first live antigen delivery system evaluated at the Laboratory was vaccinia virus. The
gene for the recombinant p67 antigen was incorporated into this virus and inoculated into
cattle. This elicited both antibody and T cell responses, although antibody titres were low,
probably due to inappropriate expression of the p67 gene in infected cells. Alternative
constructs are being developed.
ILRAD scientists have been particularly interested in exploiting recombinant vaccinia
viruses because of their demonstrated ability to elicit cytotoxic T­cell responses against
recombinant antigens. Other delivery systems have now been shown to have similar
properties. Of these, Salmonella has advantages for use in the field. Initial constructs
have been developed at ILRAD for expressing the p67 gene in this bacteria.
Unanswered questions
Immune events are small events, occurring at the molecular level. Their power depends
on their orchestration. Because mobilization of schizont­specific cytotoxic T cells would
greatly enhance a T. parva vaccine, ILRAD scientists are searching for the parasite
antigens that provoke these responses. Little is known, however, of the inductive
requirements of cytotoxic T cells in cattle, or, indeed, in any other species. Results of
recent ILRAD experiments provide strong evidence that both naive and immune bovine
cytotoxic T cells need the input of helper T cells to function at an optimal level. The nature
of important interactions between helper and cytotoxic T cells are now being examined
with in vitro antigen presentation assays for T­cell activity that are being developed.
In a related area of research, scientists have recently turned up more surprising results.
When the T cells in lymph nodes of young animals immune to T. parva were collected by
cannulation techniques and examined, it was discovered that many young animals
resolve T. parva infections without employing T. parva­specific cytotoxic T cells. ILRAD
scientists are now conducting experiments to determine just how the immune system of
these young animals is protecting them against T. parva infection.
Future challenges
Despite the complexities of T. parva and the immune responses to it, a subunit vaccine
for this parasite is now on the horizon. The demonstration that cattle can be protected
against T. parva sporozoites suggests that ILRAD's approach to a vaccine against T.
parva may profitably be applied to research on other economically important tick­borne
parasites, such as Theileria annulata. This parasite is the cause of Mediterranean (or
tropical) theileriosis in northern Africa, southern Europe and Asia. The sporozoite form of
T. annulata has a surface antigen whose amino acid sequence is very similar to that of T.
parva p67. It is possible, therefore, that a recombinant T. parva p67 antigen can be made
to stimulate immune responses against T. annulata as well as T. parva.
With tools now available to manufacture parasite molecules and to test their ability to
protect animals against subsequent parasite infection, the challenge for the future is .to
design a vaccine that will immunize cattle in a single dose against all the important tick­
borne diseases—anaplasmosis (gall sickness), babesiosis (redwater or tick fever) and
cowdriosis (heartwater) as well as theileriosis (East Coast fever and Mediterranean
theileriosis). Genes encoding antigens of the organisms that cause these diseases could
all be expressed as components of a single live vaccine that would protect animals from
all tick­borne diseases.
The most sophisticated technologies and expertise of modern biology will be needed to
bring this research to fruition. The rewards will be lasting. Development of a novel
vaccine against tick­borne parasites will lift some of the burden of animal disease from
Third World farmers. In addition, because no broadly effective recombinant vaccine
against a protozoan parasite has yet been developed, such an achievement would also
be a major biological breakthrough, ushering in a new era of human as well as veterinary
medical care.
____________________________
This article is based on recent work by ILRAD scientists Tony Musoke, Declan
McKeever, Vish Nene, Evans Taracha and Subhash Morzaria. The Editor thanks Declan
McKeever for greatly improving many drafts of the article.
ILRAD's links with global animal disease research
Through ILRAD's links with research institutions in regions where trypanosomiasis and
tick­borne diseases are a problem, the Laboratory is ensuring that results of its research
gain currency among all scientists endeavouring to control global livestock diseases. The
following are examples of ILRAD's collaborations.
Trypanosomiasis
Mechanically transmitted trypanosome parasites, which are spread by means other than
the tsetse fly, occur over vast areas in and outside sub­Saharan Africa. In Asia,
trypanosomiasis due to Trypanosoma evansi kills horses and pigs and is a severe
constraint on the productivity of cattle and working buffalo. This disease severely affects
camels in western Asia and northern Africa and cattle and horses in Latin America and
the Caribbean. In the latter region, trypanosomiasis due to T. vivax also adversely affects
cattle raising.
To improve detection of trypanosome parasites in their animal hosts and insect vectors,
ILRAD scientists have developed enzyme­linked immunosorbent assays (ELISAs) based
on monoclonal antibodies that specifically recognize molecules unique to given species of
trypanosomes. These tests are being used to diagnose T. evansi infections in Asia and T.
vivax infections in South America.
